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VECTEURS ADENOVIRAUX DEFECTIFS ET UTIUSATION EN THE«APIE SENlqUE 
Pr&enle invtnflon conce™ de .ouveaux vect«« vinuix. leur pripantion 

""'"^ "-^^ P-^ S 
dans ™ ce. „,e ^ * l'o,8a„, la ceBUe modilife «a« alo„ 

375), dADN « dc lipides (Fdgner et al., PNAS 84 (1987) 7413) r^L / 
1^0, de vm,s comm. veceur, Pour le uansto de gte est appan. c»mme ™e 

««ula«a. En partcuher. lea rtttovtas (rsv, HMS. MMS. eK). le ™ua HSV lea 
viiTOadeiK>assodds,eilesad<novinis. "nis Hiv, lea 

Pami ces vinB, lea ad&(,vin.a pri«MeM certaines propriAfe mtdreasmtea 
pour m» ««^o« en ^ no«^ iu on. L ^ 

Ja^^em^ e. nW paa ^ ^e Jon. 4 dea patMo^lea lmp„„an.ea 

Us «i«K,vin,s sont dea vm,a 1 ADN donH. torn Bn&ne dW taiUe de 36 kb 
«™m t«r genome compreml „oUmm«« une a«,„«,ce inversie rtp^tfe (ITO) a 

(CTSgnre 1). Us pmapanx genes pr&ocea son. les gines El (El. e. ElbX E2 E3 e. 
E4. Les pnnapaux gines ardife son. les gines LI i L5. 

Comp.e lenu des proprides dea «ffeovin,s mendomife, ci^essus, ceux^ 
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ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet eflfet, differents vecteurs 
derives des adenovirus ont ^te prepares, incorporant differents genes (6-gaI, OTC, a* 
1 AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, I'ad^novirus a ete modifie de 
maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
5 constructions decrites dans I'art ant^eur sont des adenovirus deletes des regions £1 
(El a et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont inserees les sequences 
d'ADN hetdrologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhuiy et al.. 
Gene SO (1986) 161). Nearunoins, les vectm^ ddcrits dans Tart anterieur presentent 
de nombreux inconv^nients qui limitent leur exploitation en thSrapie genique. En 
10 particulier, tous ces vecteurs comportent de nombreux genes viraux dont Texpression 
in vivo n*est pas souhaitable dans le cadre d*une therapie genique. De plus, ces vecteurs 
ne permettent pas Tincorporation de fragments d'ADN de tres grande taille, qui 
peuvent etre necessaires pour certaines applications. 

La presente invention permet de rem6dier k ces inconvenients. La presente 
15 invention decrit en effet des adenovirus recombinants pour la therapie genique, 
capables de transferer de maniere efficace de TADN Qusqu*i 30 kb) in vivo, d*exprimer 
a des niveaux elev^s et de maniere stable cet ADN in vivo, en limitant tout risque de 
production de proteines virales, de transmission du virus, de pathogenicite, etc. En 
particulier, il a dte trouv^ quil est possible de reduire considerablement la taille du 
20 genome de I'adenovirus, sans empecher la formation d*une particule virale encapsidee. 
Ced est surprenant dans la mesure ou il avait 6t6 observe dans le cas d'autres virus, 
par exemple des retrovirus, que certaines sequences distributes le long du genome 
etaient necessaires pour ime encapsidation efficace des particules virales. De ce fait, la 
realisation de vecteurs possidant dixnportantes deletions intones etait fortement 
25 limitee. La presente invention montre tgalement que la suppression de I'essentiel des 
gtnes viraux n'empeche pas non plus la formation dHme telle particule virale. De plus, 
les adenovirus recombinants ainsi obtraus conservent, en depit des modifications 
importantes de leur structure genomique, leurs proprietes avantageuses de fort 
pouvoir infectieux, de stability in vivo, etc. 

30 Les vecteurs de linvention sont particulierement avantageux puisqu*ils 

permettent I'incorporation de sequences d'ADN desirees de tres grande taille. II est 
ainsi possible dlnserer un gdne dWe longueur superieure a 30 kb. Ceci est 
particulierement interessant pour certaines pathologies dont le traitement necessite la 
co-expression de plusieurs genes, ou T^ression de tres grands genes. Ainsi par 
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exen^le, dans le cas de la dystrophic musculaire, U rfetait pas possible jusqu'a present 
de transferer I'ADNc cx>rrespondant au gene natif responsable de cette pathologic 
(gene de la dystrophine) en raison de sa grande taille (14 kb). 

Les vecteurs de I'invention sont 6galemcnt tres avantageux puisqu'ils 
5 possddent tres peu de regions virales fonctionnelles et que, de ce felt, les risques 
inhdrents a I\itilisation de virus conune vecteurs en therapie genique tels que 
rimmunogenicitd. la pathogenicite, la transmission, la replication, la recombinaison, etc 
sont fortcment reduits voire supprimes. 

La presente mvention foumit ainsi des vecteurs viraux particulierement 
10 adaptes au transfert et a Texprcssion in vivo de sequences d'ADN desirdes. 

Un premier objet de la presente invention conceme done un adenovirus 
recombinant d6fectif comprcnant : 

- les sequences ITR, 

- ime sequence permettant Tencapsidation, 
15 - une sequence d'ADN heterologue, 

et dans lequel : 

- le g^nc El est non fonctionnd et 

- au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionnel. 

Au sens de la presente invention, le tcraie "adenovirus defectiT designe xm 
20 adenovirus incapable de se repliqucr de fefon autonome dans la celhile dble. 
G&ieralement, le gdnome des adenovirus defectife selon la pr6sente invention est done 
d^urvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule 
infect^e. Ces re^ons peuvent etre soit 61imin6es (en tout ou en partie), soit rendues 
non-fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et notamment par la 
25 sequence d'ADN heterologue. 

Les sequences inversecs repetees (ITR) constituent Torigine de replication des 
adenovirus. Elles sont localisees aux extrdmites 3* et 5* du genome viral (Cf figure 1), 
d'oii eUes peuvent etre isolees aisement selon les techniques dassiques de biolo^e 
moldculairc connues de Thomme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
30 ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAVl et CAV2). 
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Concen.ant rad^novirus AdS par exemple, la s^uence TTR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. ^ 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi^ • 
aTencapsidationderADNvirai r«« • • ^ • . '^'^"^^ce Psi) est necessaire 

«POM a to region compreoan, l« nudeotides 194 i 358 du genome. 

oo.pj,.'e. Tei^ zrzTz:: zr™ 
™Bc.eoJ:i':::Zet '-^^ » 

V aemande FR 93 05954). La demanderesse a Egalement montr6 que les ad&ovi™, 
»fe«,euse. LW.sa«o, d^^ovin-s ou de regions d^ad^novta d'origine aniLel 
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done p«,iculi«m«, ^ ^ 

Us «li„avm.s tforig™ aatoafe uaisakfes dans le cadre de h nri^ 
invention peuvent etre H'nnm^^ i. . . presente 
5 V™l„„ 7^ litoZt^ «^io«^n«^ («ea>pl. : Mavl. Beard et al.. 
pJm^il r ^ .viai. ou encore simienn. («cemple • SAV) 

» souches riftencees ATCr vn «, • „ ^ ^ °" 

utiliserles daTT ' bovins, on peut 

"tis«lesdfl«n.,,e,<,^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

' ») »„s les r^WsATCC VR.3,3. 314. 639^2. 768 e. 769 O, !^ 

3-^6;, 1 adenovirus ovin tvoe 5 (Arm vd 

^ ettrencee a lATCC sous les num&os VR-591.594. 941-943. 195-203. 

dans le ^^flT o- "*e 

(Aicc VR-800) par exemple]. Les adenovirus canim ont feit I'obiet rf. 

« s*^ (voir no^ Spibe, e. at, Vn^ J T^Zl^ 
Res. 23 (1992) 1 19, WO 91/1 1525). ^ ™ 

f^-^'M.p.ed-ava.t.teadtovinBdehpreseMeinvendonconiK.rteM 

.ajonriar.t:;.^^^"""'-"- - '-^ - 
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h ^J^/^ tttapeufques q™ pe„v« a™ ftre transftfe sent tou. ge™, doM 
pnxiuitsayaiinintfietthOTpeutique. K^raii des 

r^.P«™P'-«»»9'edepallieru««e^ 

ou «.oore de sur«pnmer ladite protfine. U g&,e tten.pemi,„e pe« amd cod^,^ 

^ c. «^ une pro^ne exprimfe p«„ pa. ^ ^^"^ 

««v.,.defia««.da«Ia«llul=Mp™aelm,erco„t«u.epaaK,lor 

Cher nJrJ",'^" <l.«n.p««i,ues a„ aem de la p,^se«e im^io^ „„ ^ 

»oph,a« : BDNF. Cmr. N<», IGF. GMF. aFCF^F l^f^^ 
!« .pollpoprota^ : ApoAI. ApoAIV, ApoE, «c (li 93 MliTb dv!' ^ 
une minidystrophine (FR 91 1 10471 ' ' "° ^'^'^ """^SX la dyaroplme ou 

rf J. 1 (FR « 04745), les gines codant pour des ftoeure imoIi(ni& 

•tans la coagulation :FacleoreVn,Vni.K,«c. impuqoes 

d„™ |. ^ *^«"iq"e P«« dement ft* gn gSne ou urn siquence aml«ns 
^ la cellule dble penu« de co«rai.r rexp,«s,rde gi^ 
"^p.o„ d'ARN™ ceHulaire. D. «es s^«,ees peuveu. par J^^J^ 
btr^ dan. la ceHute db,^ en ARN comp,«„.n,.i™ d'AR^^ ceZLt 

Conme indiqui phs taut, la sapience d'ADN hdteralogue peut igalement 
ZTrj "d- P- - Pep^de a^lXi/ue. cSTI 

g«»rer Chez rhomme une rtpome inununi,ai«. Dans ce mode paniculier d. aise en 

ru,v««,o„ penne, done U realbation de vaccin. ple.,^, 
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l'honm,e. notamment centre des microorganismes ou des vdrus II neut c- • 

natureUement responsables de V^r. ■ ! ^ sequences qui sont 

» seouences d'nri«no . unectee. II peut egalement s'agir de 

suppression, substitution, deletion, ou addition rfh.n. . "ot^ment par 

J ou iiLsmi. par exemple. au moyen des techniques du genie eenetioup n.. 
par traitement au moyen d'agents mutagenes ^ ' ' °" """^'^ 
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et/ou de tout ou partie de la rerinn '^^'^ "^^^^ S^n,, 

mutante. ^ sequence non fonctionnelle ou 

" ou ,o,a,e°' '° "°" - ™- deletion panielie 
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- les sequences TTR, 

- une sequence pennettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN h^terologue, et 

^ - une region portant le gene ou une partie du gene E2 

Un autre mode particulierement avantaeeux de l-inv^n*- 

adenovirus .^mbinantdefectifcomprenant °° 

- les sequences ITR, 

- une s6quence pennettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue. et 

- une region portant le gene ou une parte du gene E4. 

l^ologue Plus nrtferemiJ , 

Une premire mfthode consiste a tramfecter Pinv j • 
d^fectifprtpart in vitro f»>i.„.rr » du vmis recombinant 

<Wa I. g^„. ^ „ 7 Pr^^nUene^n, int^gt^cs 

confere un. stabiiit. .000.0'."^^^;:^"^ "^"^ « 

cdMaires^tdecritedanalasex^Z * "^^'^ 

Une sKonde approve eonsiste 4 co-tmisfecier rf,™ ,■ . 
.pppmprife I'ADN du vints recombinant d^:^ ' """^ 

soil sous forme de plasmide) et '^'^ P^' m vBro (soit par ligature, 

pa.n^cessairededi^^tf^.1^^ 7^" " -'^ 

^utes lea fonotions^^^t^*^ «P«^'= comp,^«.er 

fonctionsestenefi^conXirpLtrre>;n'"\r 
^ difectif et ,a celiuiaire poitTt^l for 
co-pi^tioa L. pr^araUon d'adLvitus tl^TT t " 

seloncettemithode est igalememiiUtstrte dans les exemZ 



wo 95/02697 



PCT/ER94/00851 



10 

Parmi les lignees cellulaires utilisables dans le cadre de cette seconde 
approche, on peut citer notamment la lignee de rein embryonnaire humain 293, les 
cellules KB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, purifies et 
5 amplifies selon les techniques classiques de biologic moleculaire. 

La pr^sente invention conceme done aussi les lignees cellulaires infectables 
par les adenovirus, comprenant, integrees dans leur genome, les fonctions necessaires 
a la complementation d'un adenovirus recombinant defectif tel que decrit 
precedemment. En particulier, elle conceme les lignees cellulaires comportant, 
10 integrees dans leur genome, les regions El et E2 (notamment la region codant pour la 
proteine 72K), et/ou E4 et/ou le gene du r^cepteur aux glucocorticoYdes. 
Preferentiellement, ces lignees sont obtenues a partie de la lignee 293 ou gm DBP6. 

La presente invention conceme ^galement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectife tels que decrits 
15 precedemment. Les compositions pharmaceutiques de Tinvention peuvent etre 
formulees en vue d*une administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous*cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. H peut s*agir en 
20 -particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlomre de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d*eau sterilisee ou de semm physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

25 Les doses de virus utilisees pour Tinjection peuvent etre adaptees en fonction 

de diSerents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D*une maniere generale, les adenovirus recombinants selon Tinvention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10^ et 10^"* pfii/ml, et de 

30 preference 10^ a 10^^ pfii/ml. Le terme pfu ("plaque forming imit") correspond au 
pouvoir infectieux d*une solution de virus, et est determine par infection dHjne culture 
cellulaire approprite, et mesure, generalement apres S jours, du nombre de plages de 
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La presente invention sera plus completement decrite a a. 

Kgure 1 : Organisation genetique de I'adenovirus AdS T « ci«, 

est disponible sur base de doles et ^7lT "^."^""^ "^"^^^^ ''Ad5 

Kgure 3 : Constniction de virus defectifi de IWention par figatu^^ 
F;^e : Constructiond^virusrecombinantportamleg J^^^ 
Figure s ^ Construction d^u, virus recombinant portant le gene Ez' 
figure 6 : Construction et representation du plasmide pPY32 
Figure 7 : Representation du plasmide pPY55. 
Figure 8 : Representation du plasmide p2. 

Figure 9 : Representation du plasmide intennediaire utilise oour k cnnc ^ . 
plasmide pITRL5.E4. ^ construction du 

Figure 10 : Representation du plasmide pITRL5.E4. 



Les methodes classiquement utiHs^es en biologie moleculaire teii^ . 
extractions preparatives d'ADN ni,™M- , moieculaire teUes que les 
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l'**»nol ou de l&opropaBol, k .ransfomiata tos Escherichia coU etc 
3 Mo,ecuUrBiol<^,,„h„w«e,*So..New^lrir«8r ~ 

-•<.^"j::::<:'e.r^j:-ir- - 

6 '""P»^T4(B.olabs)sdonlesrecommand«ionsdufou™W 

Le remphssage des exo^te 5' praimtaemes peut Itte eflech,^ mr , 

febricant La destmrtJnn / . ^ ^ recommandations du 

1354; M* KB. e, FaloJvT Lfr^ ' ™* ^ '"<^ 

»P«fic«io=sdufSlJ ^ ^ «"» '« 

utilisant le kit distribue par Amersham. ^ 5463-5467] en 

(.977) sjf^!l « - . ' Gen. Vi,„, 36 

59). Cette hgnee contient notammem, imto& dans son 

83"ched„gi.„™derade.cvin..hun,ai„ Ad502T " 



10 
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- Lignee de cellules humaines KB • T 

cette lignee est accessible a I'ATCC Tref Crr7-^ epidennique humain, 

sa culture. ^^^^ ^""i que les conditions pennettant 

- Lignee de cellules humaines Hela • 
^n, cette lign^ est accessible , MTcV 

pennettant sa culture. ^ ^^^^ ^« que les conditions 

- Lignee de cellules canines MDCK • t 
MDCKont.t.d.critesnotan«nentpar^le.^r.^^^^ """^^ 

- Lignee de cellules gm DBPeTT . ' 

Cette lign^ est constitu^ de^IlirHe^rf V ' """^^"^ ^^^^^^ 
controleduLTRdeMMTV ^ '''^^novirus sous le 



MEMOES 



30 



"•5 : Ligation enne les fiagmems d'A^ ^11,?^ " <MluI)24392.3593S 
".«:I.g«ion.„.elesC::d^^:5rrn'":^''""-''"' 



,J 
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oellute KB. en presence d. „k„T . ''■CI" '"vest. 90 (1992) 626) dans les 
partir de chaque echantiUon. I'ADM P""' ^^^^ ^^^on. A 

-o- de 1^. c^r^dSrr oriror " 

cas, pr^evees et analvsees La ni„c i ^ observees dans chaque 

.0 «^»"PC«.ce„ede™ia„eJ™;;:,^-'-«««'™(fisu.3,Ui.,. 

les regions suivantes : £««tterents mutants component 

3«35 dC "^"^ "''""^^ "■^^ "^VBOa, e. (Ban«02.562. 

EI. C«,e ..cl^e peJTaL^T"^""" " « ™ Pl- - 

-,^^„epii.:r.:^:;:^;r - 

mcoipore a un plasmide. ^ recombinant 

Pour cela, un plasmide portant les TIR jointives de I'AHS . - 
dencapsidation. le gene E4 sous control- ^ ' '^"^^ 

• heterologue. le g^ne La^ n ''^P'" «»n-e gene 

5"c, le gene LacZ sous contro e du oromotMir jtd j • 

co«™i, (fig„„4). Cepla^ide, ^p^,E4^T^Z^ d" vuus RSV a e.4 
des SagnKMa suivams (voir fig„;e 4) '"^ " "S'-^ 
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- fragment HindlH-SacII issu du plasmide pFGl44 (Graham et al, EMBO J. 8 
(1989) 2077). Ce fragment porte les sequences ITR de VAdS en tete a queue et la 
sequence d*encapsidation : fragment Hindm (34920)-Sacn (352). 

- fragment de VAdS compris entre les sites SacII (localise au niveau de la 
5 paire de bases 3827) et Psd (localise au niveau de la paire de bases 4245); 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites PstI (pb 32) et Sail 

(pb34); 

- fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GallX decrit dans Stratford- 
Perricaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le gene LacZ sous controle 

10 du LTR du virus RSV. 

- fragment Xbal (pb 40) - Ndel (pb 2379) du plasmide pSP 72; 

- fragment Ndel (pb 31089) - Hindm (pb 34930) de rAd5. Ce fragment 
localise dans I'extremite droite du genome de rAd5 contient la region E4 sous controle 
de son propre promoteur. II a ete clon6 au niveau des sites Ndel (2379) du plasmide 

15 pSP 72 et Hindm du premier fragment. 

Ce plasmide a ete obtenu par clonage des diflferents fragments dans les 
regions indiquees du plasmide pSP 72. D est entendu que des fragments equivalents 
peuvent etre obtenus par Thomme du metier a partir d*autres sources. 

Le plasmide pE4Gal est ensuite co-transfect6 avec TADN du virus H2dl808 
20 dans les cellules 293 en presence de phosphate de caldum. Le vims recombinant est 
ensuite prepare comme decrit dans Texemple 1. Ce virus porte, comme seul gene viral, 
le gene E4 de Tadenovirus'AdS (figure 4). Son g6nome a une taille de 12 kb environ, 
ce qui permet I'insertion d'ADN h^terologue de tres grande taille Qusqu'a 20 kb). 
Ainsi, Thomme du metier peut aisement remplacer le gene LacZ par tout autre gene 
25 therapeutique tels que ceux mentionn^s plus haut. Par ailleurs, ce virus comporte 
certames sequences issues du plasmide pSP 72, qui peuvent etre iliminees par les 
techniques classiques de biologic moleculaires si n^cessaire. 

Exemnle3 

Cet exemple decrit la preparation d'un autre adenovirus recombinant defectif 
30 selon rinvention par co-transfection, avec un virus helper, de TADN du virus 
recombinant incorpore a un plasmide. 

Pour cela, un plasmide portant les ITR jomtives de rAd5, la sequence 
d'encapsidation, le gene E2 de rAd2 sous controle de son propre promoteur et, comme 
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gene heterologue, le gene LacZ sous controle du promoteur LTR du vims RSV a ete 
construit (figure 5). Ce plasmide, designe pE2Gal a ete obtenu par clonage et ligature 
des fragments suivants (voir figure 5) ; 

- fragment Hindm-SacII issu du plasmide pFGl44 (Graham et al, EMBO J. 8 
5 (1989) 2077). Ce fi-agment porte les sequences ITR de l'Ad5 en t€te a queue et la 

sequence d'encapsidation : fi-agment Hindm (34920)-Sacn (352). II a et6 clone, avec 
le Augment suivant, au niveau des sites HindlH (16) - PstI (32) du plasmide pSP 72. 

- fi-agment de I'AdS compris entre les sites SacII (localise au niveau de la 
paire de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la paire de bases 4245). Ce 

10 fragment a ete clone au niveau du site SacH du fragment precedent et du site PstI (32) 
du plasmide pSP 72. 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites PstI (pb 32) et Sail 

(pb34); 

- fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GallX decrit dans Stratford- 
15 Perricaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le gene LacZ sous controle 

du LTR du virus RSV. II a ete clone au niveau des sites SaU (34) et Xbal du plasmide 
pSP 72. 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites Xbal (pb 34) et 
BamHI (pb 46); 

20 - fragment BamHI (pb 21606) - Smal (pb 27339) de rAd2. Ce fragment du 

genome de l'Ad2 contient la region E2 sous controle de son propre promoteur. II a et6 
-clone au niveau des sites BamHI (46) et EcoRV du plasmide pSP 72. 

- fragment EcoRV (pb 81) - Hindm (pb 16) du plasmide pSP 72. 

Ce plasnude a ete obtenu par clonage des dififerents fi-agments dans les 
!5 regions indiqu^es du plasmide pSP 72. II est entendu que des fiagments Equivalents 
peuvent etre obtenus par I'homme du metier a partir d'autres sources. 

Le pE2Gal plasmide est ensuite co-transfecte avec I'ADN du virus H2dl802 
d6pourvu de la region E2 (Rice et al. J. Virol. 56 (1985) 767) dans les cellules 293, en 
presence de phosphate de calcium. Le virus recombinant est ensuite prepare comme 
0 ddcrit dans I'exemple 1. Ce virus porte, comme seul gene viral, le gene E2 de 
I'adenovirus Ad2 (figure 5). Son genome a une taille de 12 kb environ, ce qui permet 
I'insertion d'ADN heterologue de tres grande taille Qusqu'a 20 kb). Ainsi, I'homme du 
metier peut aisement remplacer le gene LacZ par tout autre gene therapeutique tels 
que ceux mentionnes plus haut. Par aUleurs, ce virus comporte certaines sequences 
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issues du plasmide intennediaire aui Deuv^nf Sf™ r • - 
Exemplo 4 

Dans les lignees cellulaires d&rites. les regions E2 et E4 . t „ 

glucocorticordes) sous le r^nfr«i= ^t'ou gene du recepteur aux 

naturel du gene transfect^i . • ^® tenninateur 

d'ADN pone » ^ pe™«ru Z^rSZ'll 

e*™»1y«p<>wvM.rK«6g,atio„d„S^«,,^„^,^^^^^« 
C«te .ecWque pen„« d'obWr Iig»e« cdlulams advames ^ 

1. Cellules 293 possMaM k geae de la 72K de la rM„„ h'^h, 
controle du LTR de MMTV: E2 d Ad5 sous 

2. CeUules 293 possMant le gine de la 72K de la resion E2 d'Arf? ^ 
oontroleduLTRdeMMTV«k»2~j • '«8"on t2 d Ads sous 

'^'»^«MMT^«legeiMdurecepteurauxglucocoiticoMes 

3. Cellules 293 possedam le gew, de la 72K de la r&ion m H^iH, 
console du m de MMTV e. la ^„„ E4 sous co^^le du 1^1:^^'^' 
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SOUS 

le 



4. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'Arf. 
controle du LTR de N4MTV la r^oio^ r>. ^ ° ^" 

ae MMTV. la region E4 sous controle du LTR de MMTV et oA„ 
du recepteur aux glucocortlcoides; °e mmi V, et le gen> 

6 r.?!" '"^^ ^" de MMTV- 

'•^^""'^^293possedantlaregionE4souscomroIeduLmdeMM^^ 
gene du recepteur aux glucocortlcoides- * 

8. Cellules gmDBP6poss6dantIes regions ElAef FIR o« , . 

5. 1 Construction du plasmide pPY55 
a) Construction du plasmide pPY32 



wo 95/02697 



PCT/FR94/00851 

19 



(.989) 2^7^ Graham « ^. EMBO , 8 

partir d-un contexte dam r..; - , , "™ °" ve«eurpIC19H, prepare a 

uveoairpICWHreae unique etquB est localise a cote detorA-hi J ■. f 

gen„™ederad*,„vin.Ad5.USag.e«mem.SanduZ^L!^Xu 
rextrindt. dtoite du gfeo,™ de rad^™-„,s AdS, 4 paTT^L Sem , 
po»ioo 35614. a «,sui.e Mi done ea« les sites Z. T. '""^ » 

» ce ginire le plasmide dPV?o 1 7 et Xhol du vecteur pIC20a 

que te sites Xb J „ / «™«^aique imtes««e de ce plas^ide est 

q es sites Xbal et Clal provenam du multisite de donage du vecteur nIC20H 
locales a cot* de la jonction EcoRV/Haem r^tant 1 d Ze nf f 
jonction ntodifie ,e contexte nuc,^Udi,ue in-n^diateni; ^a^^si^ cw o , 
"Mlenant devenu mfthylable dans un contexte da™+ I ^ ' °" 

Maell(328„) du de rad^tovin^^TJ^^^do^" 

« Oal du ptanide pPYaP prepa,. a p J dC^,:^.''! " 
plasnude pPY30. Le fiagment Sstt du plLde 0?-^^ 
du ginonte de I'adtaovte AdS du ""^"^ * 

<.™l.. a ^ o,on~L'rrd:v~^^^^^^^^^ 

-taction du ^ «L^ r,Z^rjT°- ^' 
«^.quedup.as.depPV3.e:rp:s^:7Li:'r;l^^^^^^ 
b) Construction du plasmide pPY47 

.outd.a."drdrrirzsrr;:r""^''""°^-^^- 

pa* d^ contexte dan., ce ,ui g^TTpC^ " ! 
peut etre do„. ent. ,es sites Hindm et Bgm du vecteur p.C20R. pr;^!" 
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ptasmide pPY34. Une o^^, ^ „ ^ 

du multisite de clonaee est InmUc-s a • • . . ' site BamHI provenant 

■» clone "«« les site BamHI a Xbal du vecttur pIC)9H ^ ^' ' 

(figure 7). a Proxiniite du site Hindm 

^ c) Construction du plasmide pPY55 

««ili«bl= pour roheutioa d'ad&ovJ r^lf ! 

l'.dim«in,s AdJ) e. pou, ^^7^. " '"""^ 1« 

a) ^^^•'°"P-oo.Wec«„u.vecu„™uske.perE4da.,esceUu,e. 

C«vi™.»„.o,.e„u.lp^:3l7^;^*7'-«'^au,„oi.p„u.E3«B4. 

in vivo, selon 
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(i) L'ADN du vims Ad-dl324 (Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543) et le 
plasmide pPY55, tous deux digeres par BamHI, sont d'abord ligatures in vitro, puis 
cotransfectes avec le plasmide pEAGal (decrit dans Texemple 2) dans les cellules 293. 

(ii) L'ADN du virus Ad-dl324 dig6re par EcoRI et le plasmide pPY55 digere 
5 par BamHI sont contranfectes, avec le plasmide pE4Gal, dans les cellules 293. 

(iii) L'ADN de Tadenovirus Ad5 et le plasmide pPY55, tous deux digeres par 
BamHI, sont ligatures puis cotransfectes avec le plasmide pE4GaI dans les cellules 
293. 

(iv) L'ADN de I'adenovirus Ad5 digere par EcoRI et le plasmide pPY55 
10 digere par BamHI sont cotransfectes avec le pEAGal dans les cellules 293. 

Les strategies (i) et (ii) permettent de generer un adenovirus recombinant 
delete pour les regions El, E3 et E4; les strategies (iii) et (iv) permettent de generer un 
adenovirus recombinant delete pour les regions E3 et E4. Bien entendu, TADN d'un 
15 vims recombinant delete pour la region El mais exprimant un transgene quelconque 
peut etre utilise a la place de TADN du vims Ad-dl324 selon les strategies (i) ou 00, 
dans le but de generer un vims recombinant delete pour les regions El, E3 et E4 et 
exprimant ledit transgene. 

20 b) Preparation au moyen de lign^es cellulaires transcomplementant les fonctions 

EletE4 

Le prindpe repose ici sur le fait qu'une lignee cellulaire derivee &une lignee 
exprimant la region El, par exemple la lignee 293, et exprimant 6galement au moins les 
phases ouvertes 0RF6 et ORF6/7 de la region E4 de I'adenovims Ad5 sous controle d'un 
25 promoteur, par exemple inductible, est capable de transcomplementer a la fois pour les 
regions El et E4 de I'adenovims Ad5. De telles lign6es ont ete decrites dans I'exemple 4. 

Un vims recombinant delete pour les regions El, E3 et E4 peut done etre obtenu 
par ligation in vitro ou par recombinaison in vivo selon les protocoles decrits ci-dessus. 

30 Quelque soit le protocole utilise pour generer les vims deletes au moins pour la region E4, 
un efFet cytopathique (indiquant la production de vims recombinants) a ete observe apres 
transfection dans les cellules utilisees. Les cellules ont ensuite ete recoltees, dismptees par 
trois cycles de congeiation-decongelation dans leur sumageant, puis centrifugees a 4000 
rpm pendant 10 minutes. Le sumageant ainsi obtenu a ensuite ete amplifie sur culture 

35 cellulaire fraiche (cellules 293 pour les protocoles a) et cellules 293 exprimant la region E4 
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pour le protocole b)). Us vi™. on. alon, fte purifies a par* d. plages e. leur ADN , 
analyse selon la melhode de Hrt taecMl n.. «„ u / ■ ^ ^ 

g..die„. de de ce.™ " - 

Exeinnl«. (; 

5 

P».ia^i™,e« avan^geu, puisne ^on Ls' ^ Z u:Z^TZ 
protfine exlrSment toxique pom- la ceOule » P<»" h fibre, qu. est une 

complementante. ' '^'^"^ ^" "'"^^ "gnee 

6.1 Construction du plasmide p2 

:'rrn:::r?dnr'-^--^^^ 

-=«*°''^<^»edoginomederadinovinBAd5(a,nteiianllTrRA„-.> ■ 
par*dusi,eAv,n(35463)J„sq„.a„si.eM(compaaieB~™'™"^'^ 

" o^rhT ""^ """"^ '= Sine L5 

Le plasnude hdper pITOL5.E4 appone en tranj les s«ms E4 « I -i „ 

corr^pondan p,^depE4Gal d^cri. dans r«en^fe oonJJZl^J^^ 

Plasnrde plm5.E4 a e,e consm.i. de I, ™a«ire sdvan,. (fig„,es 9 e, 10) • 

I'ATO de r <* -b- le sens 5'.3'. ua L Hindm 

lATG de la fibre et la siquence codante de la fibre iusau'a„ L , 

3-089 du g4„„„« de ..adenovirus Ad5 a ... t^ST U s T""" 

oligonucleoUdees,donn^d-desso„s,dans|.orie„,a.t;^- 
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MfiaaSfi«SCCCSC««CCCTCrO«O.TACCTTC«CCCC=TsrATC^ 

(rendu blu,,t>NdeI du piasmide pE4Gal fexemnl. T 

E4 (figure 10). " '« PlMmidepnuLS- 

aumoinspourE3.E4etL5. ^ vims recombinant delete 

(^>^'^NduvinisAd-dD24(Thinmiappayaetal Cell 31 noR9^ <^,^ , 
fii) L'AniM A ""''7;7'^P"^5.E4 (exemple 6.2.) dans les ceUules 293 

(iv) L'ADN de I'adenovinis Ad5 digere oar EcnRT u i 
oarRamm * ^ ^ " iicoRI et le plasmide d2 dieere 

parBamHIsontcotT^fect^saveclepiraL5.E4danslesceUules293. 
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Les strategies (i) et (ii) permettent de generer un adenovirus recombinant 
ddl6te pour les regions El, E3, L5 et E4; les strategies (iii) et (iv) permettent de 
generer un adenovirus recombinant delete pour les regions E3, L5 et E4. Bien 
entendu, TADN d*un virus recombinant delete pour la region El mais exprimant un 
5 transgene quelconque peut etre utilise a la place de TADN du virus Ad-dl324 selon les 
strategies (i) ou (ii), dans le but de generer un virus recombinant delete pour les 
regions El, E3, L5 et E4 et exprimant ledit transgene. 

Les protocoles decrits ci-dessus peuvent egalement etre mis en oeuvre avec un 
10 virus helper ne portant que la region L5, en utilisant une lignee cellulaire capable 
d'exprimer les regions El et E4 de Tadenovirus, telle que decrite dans I'exemple 4. 

Par ailleurs, il est egalement possible d'utiliser une lignee complementante capable 
d'exprimer les regions El, E4 et L5, de fafon a s'aflfranchir totalement de I'emploi d*un 
virus helper. 

15 Apres la transfection, les virus produits sont r^cuperes, amplifies et purifies dans 

les conditions decrites dans Texemple 5. 
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1. Adenovinis recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

sequence d'ADNheteroIogue 

^O" la revendication 2 caract*^^ 

7. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en n n 

- les sequences TTR, ^" ^'"P'^^^d • 

- une sequence pennettant I'encapsidation. 

- une sequence d'ADN heterologue et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E2. 

8. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'i, co.prend • 

- les sequences ITR, comprend . 

' sequence pennettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN hetdrologue. et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E4 
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9. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El, E3 et E4. 

10. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El, E3, L5 et E4. 

11. Adenovirus selon l*une des revendications precedentes caracterise en ce 
qu'il comprend en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d'un promoteur 
hdt^rologue. 

12. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comporte un ou plusieurs genes therapeutiques 
et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides antigeniques. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene 
therapeutique est choisi parmi les genes codant pour des enzymes, des derives 
sanguins, des hormones, des lymphokines Onterleuldnes, interferons, TNF, etc), des 
facteurs de croissance, dies neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de 
synthese, dies facteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, 
NT3, NTS, etc), des apolipoproteines (ApoAI, ApoATV, ApoE, etc), la dystrophine 
ou une minidystrophine, des genes suppresseurs de tumeurs ou des genes codant pour 
des facteurs impliques dans la coagulation (Facteurs Vn, Vm, IX, etc). 

14. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene 
therapeutique est un gene ou une sequence antisens, dont Texpression dans la cellule 
cible permet de controler I'expression de genes ou la transcription d*ARNm cellulaires. 

15. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene code 
pour un peptide antigenique capable de generer chez Thomme une reponse immunitaire 
contre des microorganismes ou des virus. 

16. Adenovirus selon la revendication 15 caracterise en ce que le gene code 
pour un peptide antigenique specifique du virus d*epstein barr, du virus HTV, du virus 
de Thepatite B, du virus de la pseudo-rage, ou encore specifique de tumeurs. 

17. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des sequences permettant 
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Texpression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide antigenique 
dans la cellule infectee. 

18. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comprend, en amont du gene therapeutique, une 

5 sequence signal dirigeant le produit therapeutique synth6tise dans les voies de 
secretion de la cellule cible. 

19. Lignee cellulaire infectable par un adenovirus comprenant, integrees dans 
son genome, les fonctions ftecessaires a la complementation d'un adenovirus 
recombinant defectif selon I*une des revendications 1 a 18. 

20. Lignee cellulaire selon la revendication 19 caracterisee en ce qu'elle 
comporte dans son genome au moins les genes El et E2 d'un adenovirus. 

21. Lignee cellulaire selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre le g^ne E4 d*un adenovirus. 

22. Lignee cellulaire selon la revendication 19 caracterisee en ce qu*elle 
15 comporte dans son genome au moins les genes El et E4 d'un adenovirus. 

23. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 22 caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre le gene du recepteur aux glucocorticoldes. 

24. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 23 catacterisee en ce que 
les genes E2 et E4 sont places sous le controle d'un promoteur inductible. 

2^ 25. Lignee cellulaire selon la revendication 24 caracterisee en ce que le 

promoteur inductible est le promoteur LTR de MMTV. 

26. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 25 catacterisee en ce que le 
gene E2 code pour la proteine 72K. 

27. Lignee cellulau-e selon les revendications 19 a 26 catacterisee en ce qu'elle 
25 est obtenue a partir de la lignee 293 . 

28. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon I'une des revendications 1 a 18. 
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29. Composition phanmaceutique selon la revendication 28 comprenant un 
adenovinis recombinant selon Tune des revendications 5 a 10. 

30. Composition pharmaceutique selon les revendications 28 ou 29 
comprenant un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 

5 injectable. 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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PEWLLE DE REMPUCEMENT (REGLE 26) 
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FEUILLE D£ REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 7 
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